






























緒言 ············································································ 1 
第１章 Zenarestatの aldose reductase阻害様式と streptozotocin誘発糖尿病ラットにお
ける糖尿病性神経障害に対する作用 ············································ 4 
 実験方法 ···································································· 6 
 実験結果 ··································································· 11 
 考察 ······································································· 20 
 
第２章 Zucker diabetic fatty ラットの末梢神経機能障害に対する zenarestatの作用 · 24 
 実験方法 ··································································· 25 
 実験結果 ··································································· 28 
 考察 ······································································· 32 
 
第３章 慢性 STZ 誘発糖尿病ラットの後根神経節形態異常に対する zenarestatの作用 ·· 34 
 実験方法 ··································································· 35 
 実験結果 ··································································· 38 
 考察 ······································································· 41 
 
総括 ··········································································· 43 
 
謝辞 ··········································································· 45 
 
発表論文目録 ··································································· 46 
 































reductase inhibitor が発見されている（6）。それらのうち zenarestatは臨床および前臨床に
おいて有効性が認められたキナゾリン骨格を有する特異的 aldose reductase inhibitorである
（7, 8）。本研究では zenarestat を用いて糖尿病性神経障害の aldose reductase を介した発症












AR aldose reductase 
ARI aldose reductase inhibitor 
BDNF brain-derived neurotrophic factor 
DRG dorsal root ganglia 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
DMSO dimethylsulfoxide 
FML F-wave minimal latency 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
MC methylcellulose 
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MNCV motor nerve conduction velocity 
NADPH β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NF-H heavy neurofilament 
NF-L light neurofilament 
NF-M medium neurofilament 





ZDF Zucker diabetic fatty 
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する aldose reductase inhibitor（ARI）である。本化合物は streptozotocin 誘発糖尿病ラッ
ト（STZ ラット）における末梢神経障害および臨床における糖尿病性末梢神経障害を改善する
ことが報告されている（7-9）。しかしながら本化合物の AR阻害様式検討はラット、ウサギおよ

































methylcellulose（以下 MC）に懸濁し、5 ml/kgの容量で経口投与した。 
 
（３）AR調整 
8 週齢雄性 SD ラットをエーテル麻酔下で腹部大動脈より脱血致死させ、坐骨神経および水
晶体を採取した。5 倍量の 5 mM dithiothreitol 含有氷冷生理的食塩水でホモジナイズし、
105,000×g、1 時間の遠心分離を行った。得られた上清に ammonium sulfate を添加して 50 %
飽和とした後、1 時間攪拌後 10,000×g、30 分間の遠心分離を行った。このときの上清にさら
に ammonium sulfate を添加して 75 %とした後、1 時間攪拌後 10,000×g、30分間の遠心分離を
行った。このときの沈殿を 5 mM dithiothreitol を含む 50 mM NaCl 溶液にて懸濁して同緩衝液
に対して十分に透析した後、10,000×g、30 分間の遠心分離を行い得られた上清を AR 酵素活性
測定へ供した。すべての操作は 4℃にて行った。 
ヒト AR はリコンビナント酵素(rhAR)を用いた（Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan）。 
 
（４）AR酵素活性測定 
反応液中には 100 mM sodium phosphate、400 mM lithium sulfate、10 mM dl-glyceraldehyde、
150 µM β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)、各濃度の zenarestat お
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よび適量の AR を含み全量を 2 ml として測定を行った。なお rhAR の酵素反応では lithium 
sulfate を含まない反応液を用いた。反応は 25℃にて NADPH の添加により開始し、340 nmにお
ける吸光度の減少を UV-2200 あるいは UV2100PC分光光度計（SHIMAZU, Kyoto, Japan）を用い
て測定した。酵素活性 1 unit は 25℃、1 分間に 1 µmole の NADPH を酸化する酵素量とした。
Zenarestat は dimethylsulfoxide（DMSO）に 1 mMの濃度で溶解し、蒸留水で希釈し用いた。IC50
値は直線回帰式よりもとめ、rhAR を用いた酵素阻害様式検討は基質 dl-glycelaldehyde、補酵




（31）、pyruvate kinase（32）、glycerlaldehyde-3-phosphate dehydrogenase（33）、lactate 
dehydrogenase （ 34 ）、 glucose-6-phosphate dehydrogenase （ 35 ）、 6-phosphogluconate 
dehydrogenase（36）、sorbitol dehydrogenase（37）、alcohol dehydrogenase（38）、glutathione 
reductase（39）、aldehyde reductase（40）、α-D-glucosidase（41）およびα-amylase（ネオ・
アミラーゼテスト「第一」, 第一化学薬品, Tokyo, Japan）の酵素活性はそれぞれ U1100 分光
光度計（HITACHI, Tokyo, Japan）、UV-2200 あるいは UV2100PC 分光光度計（SHIMAZU, Kyoto, 
Japan）を用いて分光学的分析により検討した。Nitric oxide synthase（NOS）活性は TCI-Nox 
1000m（Visible detector/S-3250, GASTORR GT102, Tokyo Kasei, Tokyo, Japan）を用いて検
討した。Zenarestatはそれぞれの反応液に溶解し 0.1 mMにおける阻害率を算出した。Aldehyde 
reductase に関しては同濃度で 50 %以上の阻害が認められたため、IC50値を直線回帰式よりも
とめた。 
ウシ心臓 hexokinase、ヒト赤血球 glucose-6-phosphate dehydrogenase、ウサギ筋
phosphofructokinase、ヒト赤血球glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase、ウマ肝alcohol 
dehydrogenase、 ヒ ト赤 血球 6-phosphogluconate dehydrogenase、 ヒツ ジ 肝 sorbitol 
dehydrogenase、ウシ小腸粘膜 glutathione reductase、パン酵母α-D-glucosidase およびヒト
唾液α-amylaseは Sigma（St. Louis, USA）より入手した。ウサギ筋 pyruvate kinase および
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7週齢時に一晩絶食後 STZ（Sigma, St. Louis, USA）を尾静注した（60 mg/kg）。正常ラッ
トには溶媒であるクエン酸緩衝液（pH 4.5）のみ投与した。 
STZ 投与２週間後、体重および血糖値を測定し、これらの値をもとに STZ ラットを２-５群
に分けた（それぞれ STZ対照、3.2 mg/kg、10 mg/kg、32 mg/kg および 100 mg/kg zenarestat
群）。群分け後より薬物処置群には zenarestatを、正常対照および STZ 対照群には溶媒である




後血漿を得た。血漿中グルコース濃度測定はムタロターゼ・GOD 法（Glucose CII-Test Wako, Wako 
Pure Chemicals, Osaka, Japan）により行った。 
 
（８）組織中ソルビトール濃度測定 








まで-80℃で保存した。それぞれの神経組織片へ蒸留水を加え（全脳 10 ml、脊髄 3 ml、DRG 1 ml、
坐骨神経 1.5 ml）、ホモジナイズを行った。 
ホモジネート液 0.5 ml に内部標準として 20 µg/ml ダルシトール水溶液 0.1 ml をくわえ、
1 M HCl（50 µl）およびジクロロメタン（4 ml）を添加した。室温で 10 分間攪拌後、900×g
で 5 分間遠心した。得られた上清を 60℃で窒素乾固した。抽出された糖類を Bjӧrkqvist らの
方法を改変して誘導体化した（45）。すなわち得られた残渣に 75 µLピリジンおよび 25 µlフェ









やかに採取し、ドライアイスで凍結後 mRNA 抽出操作まで-80℃で保存した。RNeasy Mini Kit
（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて DRGより total RNA を抽出し、7900HT Sequence Detection 
System（Applied Biosystems, Darmstadt, Germany）を用いて real-time polymerase chain 
reaction（PCR）法にて定量した。βIII tubulin、NF-L、NF-M および NF-Hの定量には市販（Applied 
Biosystems）の primer および probe のセットを用いた。他の遺伝子については市販ソフト
（Primer Express 2.0）を用いて primerおよび probeのセットを設計し（表 1-1）、SIGMA genosys
（St. Louis, USA）より入手した。PCR は TaqMan® EZ RT-PCR CORE REAGENTS あるいは TaqMan® 
Gene Expression Assays（いずれも Applied Biosystems）を用いて行った。NF-L、NF-M、NF-H、
Tα1 α-tubulin、βIII tubulin および GAPDH の定量には total RNA より SuperScriptTM 
First-Strand Synthesis System for RNA（Invitrogen, Carlsbad, USA）を用いて cDNA を合成
し行った。検量線には全脳あるいは DRG よりえられた total RNAを用いた。すべての遺伝子発
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有意差検定は 2群比較には Student’s t-testまたは Aspin-Welch test を、多群比較には
Dunnett の多重比較検定を用いた。いずれの検定とも有意水準は 5 %に設定した。 
 
表 1-1 定量に用いた primerおよび probeのセット 
Gene 
Sequence 




































（１）Zenarestat の AR阻害活性および阻害様式 
Zenarestat の AR阻害活性を表 1-2 に示した。Zenarestat の rhAR、ラット水晶体 ARおよび
ラット坐骨神経 AR に対する IC50値はそれぞれ 44、7.5および 9.0 nMであった。 
Zenarestat の rhAR 阻害様式を検討した結果を図 1-1に示した。補酵素である NADPH 濃度を
150 µMに固定し、基質である dl-glycelaldehydeおよび zenarestatの濃度を変動させるとそ
の X 軸切片は収束した（Ki=63.5 ± 7.9 nM）。また、dl-glycelaldehyde 濃度を 10 mM に固定
し NADPH および zenarestat の濃度を変動させてもすべての X 軸切片が収束した（Ki=62.7 ± 
10.5 nM）。 
解糖系、ペントースリン酸経路、ポリオール代謝経路および NADPH を補酵素とする NOSなど
の酵素活性に対する zenarestat 阻害活性を表 1-3 に示した。0.1 mM zenarestat は aldehyde 
reductase を除き阻害活性を示さなかった。Zenarestat の aldehyde reductase に対する IC50
値は 2.4 µMであった。 
 
（２）体重および血糖値 







表 1-2 zenarestatの ARに対する阻害活性 







rhAR、ラット水晶体および坐骨神経より抽出した ARに対する zenarestat の阻害活性を測定した。基質である
dl-glyceraldehydeは 10 mM の濃度で、補酵素である NADPH は 150 µM の濃度でアッセイを行った。IC50値は直線









経；6.9 mg/kg、水晶体；41.0 mg/kg、網膜；37.6 mg/kg、腎皮質；>100 mg/kg であった。 








表 1-3 各種酵素に対する zenarestatの阻害活性 








































































酵素阻害活性は分光学的分析により検討した。ただし NOS に関しては TCI-Nox1000m を用いて検討した。いずれの
酵素とも 0.1 mM zenarestat による阻害率を算出した。ただし aldehyde reductage は 0.1 mM の濃度で阻害活性
が認められたため、IC50値を直線回帰式よりもとめた。カッコ内の数字は 95 %信頼限界 
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図 1-1 Zenarestatの rhAR阻害様式 
 Zenarestatの rhARに対する阻害様式に関する Lineweaver-Burk plot。○：0 M zenarestat、▽：25 nM 
zenarestat、●：45 nM zenarestat、▼：65 nM zenarsetat。A:補酵素である NADPH 濃度を 150 µM に固定し基質
である dl-glyceraldehyde の濃度依存性を検討した。B：dl-glyceraldehyde 濃度を 10 mM に固定し NADPH の濃度
依存性を検討した。平均値±標準誤差、n=3。 
 
（４）神経栄養因子受容体および神経細胞骨格タンパク質 mRNA 定量 
STZラットの DRGにおける神経栄養因子受容体 mRNA 発現量検討結果を図 1-4に示した。 
STZ対照群において、正常対照群の発現量と比較し有意な変動を示した神経栄養因子受容体
mRNAは Trk-C mRNA のみであり他の受容体 mRNA発現量は有意な変動を認めなかった。一方




ク質 mRNA は NF-H および Tα1 α-tubulin mRNA であり、それぞれ有意な低値および高値を示し
た。これらの変動は zenarestat 処置により影響を受けなかった。 
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STZ 対照 (7) 
3.2 mg/kg zenarestat (7) 
10 mg/kg zenarestat (7) 
32 mg/kg zenarestat (7) 
100 mg/kg zenarestat (7) 
 
 398 ± 6 
 253 ± 13 ** 
 258 ± 6  
 258 ± 8  
 244 ± 10 
 257 ± 6 
 
 191 ± 5 
 654 ± 35 ** 
 668 ± 43  
 584 ± 19  
 560 ± 26  
 542 ± 9 # 
神経中ソルビトール濃度測定群 
正常対照 (7) 
STZ 対照 (8) 
3.2 mg/kg zenarestat (8) 
32 mg/kg zenarestat (8) 
 
 405 ± 12  
 290 ± 9 ** 
 306 ± 7  
 302 ± 5  
 
 123 ± 3  
 535 ± 11 ** 
 537 ± 16  
 607 ± 31 # 
DRG における mRNA 発現量測定群 
正常対照 (18) 
STZ 対照 (20) 
32 mg/kg zenarestat (20) 
 
 420 ± 7 
 274 ± 9 ** 
 280 ± 8  
 
 148 ± 7  
 545 ± 29 ** 
 520 ± 24  
それぞれの実験に用いたラットの薬物処置 2 週間後の体重および血糖値を示した。Zenarestat 処置群の血糖値が
STZ 対照群の血糖値と比較して有意な差が認められた実験があったが再現性が得られるものではなかった。平均値
±標準誤差、カッコ内の数字は例数。**；p<0.01 vs 正常対照群（Student’s t-test or Aspin-Welch test）、#；
p<0.05 vs STZ 対照群（Dunnett の多重比較検定） 
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表 1-5 STZラットにおける臓器別ソルビトール濃度 





 89.4 ± 7.1 
 87.8 ± 8.1 
 64.8 ± 9.1 
 42.3 ± 5.1 
 1577.3 ± 190 ** 
 32586.0 ± 1510 ** 
 1312.5 ± 90.1 ** 
 182.8 ± 14.4 ** 
STZ 処置 4週間後のラット組織よりジクロロメタンを用いてソルビトールを抽出し、フェニルイソシアネート化し
たソルビトールを ODS カラムにて分離後、分光学的に定量した。単位; nmol/g、平均値±標準誤差、n=7、**; p<0.01 



















図 1-2 STZラットにおける臓器別ソルビトール濃度に対する zenarestatの作用 
○：坐骨神経、▽：水晶体、●：腎皮質、▼：網膜。Zenarestat処置 2週間後のラットより各臓器を採取し、ソ
ルビトール濃度を定量した。縦軸は正常対照群の平均値を 100 %、STZ 対照群の平均値を 0 %として算出した抑制
率を示す。値は 7 例の平均値。 
 17 
Whole brain






































































図 1-3 STZラットにおける神経中ソルビトール濃度に対する zenarestatの作用 
Zenarestat処置 2週間後のラットより各神経組織を採取し、ソルビトール濃度を定量した。平均値＋標準誤差、






































































図 1-4 STZラットの DRGにおける神経栄養因子受容体 mRNA発現量に対する zenarestatの 
 作用 
Zenarestat（32 mg/kg po）処置 2 週間後のラットより DRG を採取し、神経栄養因子受容体 mRNA 発現量を real-time 



































































































図 1-5 STZラットの DRGにおける神経細胞骨格タンパク質 mRNA発現量に対する 
 zenarestatの作用 
Zenarestat（32 mg/kg po）処置 2 週間後のラットより DRG を採取し、神経細胞骨格タンパク質 mRNA 発現量を




Zenarestat は ARI として Ao らによって報告されているが、用いられた AR はラット、ウサ
ギおよびウシ由来でありヒト AR に対する阻害検討はされていなかった（8）。そこで今回 rhAR
を用いて阻害活性を検討したところラット由来 ARと比較し５倍程度弱かった。また Ao らの報
告では zanrestatはウサギ由来 ARに対して基質である dl-glyceraldehydeが低濃度のときは不
競合阻害を示し、高濃度のときは非競合阻害を示すとされている。今回の rhAR を用いた検討で
は基質濃度に依存し阻害様式が異なる現象は認められずいずれの場合においても非競合阻害を
示した。以上の結果から zenarestat は ARの阻害剤ではあるが阻害活性および阻害様式につい
ては種差が存在することが判明した。また zenarestatは解糖系酵素、ペントースリン酸経路酵
素および NADPH を補酵素とする酵素に対しては阻害活性を示さなかった。一方で aldehyde 
reductaseに対しては IC50=2.4 µM の阻害活性を有していた。Aldehyde reductase は AR と同様
に aldo-keto reductaseに属する酵素であることから他の酵素と異なり zenarestatに対して親
和性を示すものと考えられる。しかしながら ARに対する阻害活性と比較して明らかに弱いこと
から、zenarestat は選択的 ARIと考えられた。 
STZラットは糖尿病合併症研究において汎用される糖尿病動物である。末梢神経障害研究に















のであると考えられる。しかしながら近年 DRGにおける satellite cellおよび血管内皮細胞に












ままである。本章ではそれぞれ NGF、brain-derived neurotrophic factor（BDNF）および NT-3
の受容体である Trk-A、-Bおよび-Cと、これらの内因性神経栄養因子に低親和性を示す p75に
着目し、AR との関係の有無を検討した。その結果 STZ ラットの DRG において mRNA 発現異常が
認められ ARI 処置により是正された受容体として Trk-C が見出された。Trk-C は DRG において
大径神経細胞に局在することが報告されていることと本研究結果と考え合わせると、ヒトの糖



















本研究における細胞骨格タンパク質の mRNA発現量検討では、STZラットの DRGにおいて NF-H 
mRNA 発現低下および Tα1 α-tubulin mRNA 発現上昇が認められ、他の遺伝子に変動は認めら
れなかった。Liuzzi らはこれらのほかに NF-L およびβIII tubulin mRNA の発現量も変化する
ことを報告している（54）。これらの矛盾は糖尿病罹病期間が異なることが原因と思われる。糖
尿病性神経障害は糖尿病罹病期間の延長に伴い重篤化していく疾患であり、NF-H および Tα1 










とが示され、その結果の一部として DRG における Trk-C mRNA発現異常を是正していることが示
された。 
 24 


















7 週齢雄性 ZDF ラット（以下 Fatty ラット）および lean ラットを日本チャールスリバーよ










8週齢時より 10％ sucrose含有食（Oriental Yeast, Tokyo, Japan）の負荷を開始した。9
週齢時に Fattyラットを体重および血糖値をもとに 3群に分け、それぞれ 0.5％ MC、3.2 ある
いは 32 mg/kg zenarestat（それぞれ以下 Fatty対照群、3.2 mg/kg Fatty 群あるいは 32 mg/kg 
Fatty 群）を 8 週間にわたって 1 日 1 回反復経口投与した。また lean ラットには 0.5％ MC を
投与した（Lean対照群）。1 群 10 例のラットを用いた。 
体重は 10％ sucrose 含有食負荷前日より週 1回測定した。血糖値は 10％ sucrose 含有食負
荷前日、薬物投与 4 週間および 8 週間後に、運動神経伝導速度（motor nerve conduction 
velocity; MNCV）および F波測定は薬物投与 8週間後にそれぞれ行った。 






筋電図の測定は、SYNAX 1200（NEC Medical Systems, Tokyo, Japan）を用いて行い、測定
を通じて参照電極を左前肢においた。はじめに、左後肢足首に刺入した刺激用電極により脛骨
神経を 1 Hz で電気刺激し、同側後肢足底筋より M 波を導出した。最大上刺激により得られた M
波を連続 10 回加算平均し、刺激から M 波立ち上がりまでの潜時を記録した。次に刺激電極を
sciatic notch 付近に刺入し、同様に M 波潜時を記録した。両測定の刺激電極間の距離を M 波






より F 波を導出した。M 波を指標に最大上刺激を設定し、この刺激により得られた F 波を連続










た。ホモジネート 0.5 ml に内部標準として 20 µg/ml ダルシトール水溶液 0.1 ml および蒸留
水 0.4 ml をくわえ、1 M HCl（50 µl）およびジクロロメタン（4 ml）を添加した。室温で 10
分間攪拌後、900×g で 5 分間遠心した。得られた上清を 60℃で窒素乾固後、残渣に 75 µL ピ
リジンおよび 25 µlフェニルイソシアネートを加え、60℃で 1 時間インキュベートした。室温
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へ戻した後 50 µl メタノールを加えた。検量線用ソルビトール水溶液も同様の操作を行った。
フェニルイソシアネート化されたサンプルを高速液体クロマトグラフィーへ注入した。ODS カ
ラム（Waters、Symmetry C-18）を 30℃に保ち、移動層（水：アセトニトリル：メタノール：






















MNCVの結果を図 2-1 に示した。 
薬物投与開始前では Lean対照および Fatty 対照群間で差は認められなかったが、薬物投与
後では Fatty 対照群の MNCV は Lean対照群と比較して有意に低下していた。 




なものであった。また連続 20 回刺激により得られた F波は潜時、振幅および波形にばらつきが
認められた。 
FMLの結果を図 2-3 に示した。 
Fatty対照群の FMLは Lean対照群と比較して有意に延長していた。Zenarestat処置群の FML
は用量依存的に短縮し、32 mg/kg Fatty 群の FML は Fatty対照群と比較して有意な差が認めら
れた。 
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表 2 ZDFラットの体重および血糖値に対する zenarestatの作用 









Lean 対照 269.2±2.5 125.5±6.8 372.9±3.7 205.7±5.7 





331.0±9.6 407.2±39.1 370.8±8.5 a 606.8±34.4 a 
32 mg/kg 
Fatty 
334.3±7.1 405.6±39.1 369.0±7.0 623.1±25.6 
薬物処置前（群分け時）および薬物処置 8 週間後の体重および血糖値を示した。平均値±標準誤差、n=10ただし
a の値は n=9、**；p<0.01 vs Lean 対照群（Student’s t-test or Aspin-Welch test） 
 
MNCV



















図 2-1 ZDFラットにおける MNCVに対する zenarestatの作用 
薬物処置 8 週間後の MNCV を示した。横軸の数字は経口投与量（mg/kg）を示す。平均値＋標準誤差、n=10、**；





図 2-2 F波典型例 
Ａ：単発刺激による波形。Ｂ：連続 20回刺激による波形。いずれの波形とも大きな M 波に続き小さな F 波が認め
られた。これらの記録のうち、最も F波潜時の短いものを FML とした。スケールバーは横：2ミリ秒、縦：I 領域 

























図 2-3 ZDFラットにおける FMLに対する zenarestatの作用 
薬物処置 8週間後の FML を示した。横軸の数字は経口投与量（mg/kg）を示す。平均値＋標準誤差、n=10、**；p<0.01 




坐骨神経中ソルビトール濃度の結果を図 2-4 に示した。 
Fatty対照群の坐骨神経中ソルビトール濃度は Lean対照群と比較して著しい高値を示した。
Zenarestat処置群の坐骨神経中ソルビトール濃度は用量依存的かつ有意な低値を示した。 






























図 2-4 ZDFラットにおける坐骨神経中ソルビトール濃度に対する zenarestatの作用 
薬物処置 8週間後の坐骨神経中ソルビトール濃度を示した。横軸の数字は経口投与量（mg/kg）を示す。平均値＋
標準誤差、n=10 ただし Fatty 対照および 3.2 mg/kg zenarestat 群は n=9、**；p<0.01 vs Lean 対照群（Student’s 















験で用いた ARIである zenarestatについても Yamamotoらによって末梢神経障害改善作用を示
すことが報告されている（9）。２型糖尿病モデル動物をもちいた末梢神経機能評価は Otsuka 
















内に存在する DRG における 8-OHdG 陽性細胞の減少や p38 MAP kinaseの異常が糖尿病発症急性
期の動物で報告されていること、さらに脊髄神経における myelin splittingや DRG神経細胞体
































6 週齢雄性 SD ラットを日本チャールスリバー（Yokohama, Japan）より購入した。動物は、







（CRF-1, Oriental Yeast Co., Tokyo, Japan）を調製し与えた。 
 
（３）日程 
7週齢時に一晩絶食後 STZ（Sigma, St. Louis, USA）を尾静注した（60 mg/kg）。正常ラッ
トには溶媒であるクエン酸緩衝液（pH 4.5）のみ投与した。 
STZ投与２週間後、体重および血糖値を測定し、これらの値をもとに糖尿病ラットを２群に
分けた（それぞれ STZ 対照および STZ zenarestat 群）。群分け後より zenarestat 投与群には
0.03 % zenarestat 含有飼料を与えた。なお、薬物投与開始時の各群の動物数は正常対照群は
16例、STZ対照および STZ zenarestat 群はいずれも 28例を用いた。 
体重測定は zenarestat 投与開始日および投与 51週後まで行い、血糖値および HbA1c 測定は





CII-Test Wako, Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan）により行った。HbA1c 測定は血球成分
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Zenarestat投与 53-54週間後、ラットを 50 mg/kg ペントバルビタール（i.p.：大日本製薬）
で麻酔し、左心室より固定液（4 % paraformaldehyde, 0.5 % glutaraldehyde, 0.1 M phosphate 
buffer, pH 7.4）を 30分以上還流した。その後 DRGおよび腓腹神経を採取し後固定液（2.5 % 
glutaraldehyde, 0.09 M cacodylate buffer, pH 7.4）中で固定した。さらにオスミウム染色
を施しエポン樹脂中に包埋した。準薄切切片（0.8 µm）を作製し 1 % toluidine blue あるい
は 8 % p-phenyldiamine で染色を行った。 
腓腹神経形態観察では artifact が神経束の 1/3 を超える個体および総神経束面積が 0.03 
mm2以下の個体を削除したため各群 6例を用いた。光学顕微鏡（BX50, OLYMPUS, Tokyo, Japan）
に CCD camera（HC300Z, FUJIFILM, Tokyo, Japan）を接続し 1000 倍下で腓腹神経横断切片を
観察した。Adobe Photoshop version  5.0（Adobe System Inc., USA）にて画像処理後、Mac Scope 
version 2.5（Mitani Corp., Fukui, Japan）を用いて形態計測を行った。測定項目は神経束面
積（total fascicular area, TFA）、有髄神経線維密度（fiber density）、有髄神経線維平均面
積（fiber size）、有髄神経軸索平均面積（axon size）、G-ratio（有髄神経軸索平均半径/有髄
神経線維平均半径）をそれぞれ算出した。 







有意差検定は Student’s t-test または Aspin-Welch testを用いた。いずれの検定とも有
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薬物投与開始時には正常対照、STZ 対照および STZ zenarestat 群の例数はそれぞれ 16、28
および 28例であった。薬物投与期間中にそれぞれ 2、8 および 11 例が死亡した。神経採取時点
の血糖値が、STZ対照および STZ zenarestat群においてそれぞれ 8および 2例、400 mg/dLを
下回ったため検討より除外した。残りのラットより、STZ 対照および STZ zenarestat 群間の体
重の平均値がほぼ同じ値になるように 8 例を選び神経形態観察対象とした。 
 
（２）体重、血糖値および HbA1c 



















 347.8 ± 2.2 
 868.3 ± 27.7 
 
 
 122.3 ± 2.2 
 123.1 ± 5.4 
 
 2.8 ± 0.1 a 






 272.1 ± 8.2 ** 
 319.1 ± 16.3 ** 
 
 593.8 ± 22.9 ** 
 602.5 ± 35.3 ** 
 
 6.7 ± 0.1 ** 
 8.9 ± 0.9 ** 




 275.1 ± 4.2 
 318.9 ± 15.9 
 
 559.4 ± 32.0  
 798.6 ± 90.1 
 
 6.6 ± 0.2 
 9.3 ± 0.4 
神経形態計測に用いたラットの群分け時および神経組織採取時の体重、血糖値および HbA1cを示した。平均値±
標準誤差、n=8 ただし a の値は n=7（1例検出限界以下、<2.5 %）、**；p<0.01 vs 正常対照群（Student’s t-test 




形態計測に用いた DRG 光顕画像典型例を図 3-1に示した。細胞体内の核が明瞭に判別でき、
空胞が認められる細胞も観察された。 
Cell areaに関する結果を図 3-2に示した。Cell area算出に用いた細胞数は正常対照、STZ
対照および STZ zenarestat 群においてそれぞれ 72 ± 23、95 ± 36 および 90 ± 43 であった。
STZ対照群の cell area は正常対照群と比較し有意に低下していた。STZ zenarestat 群の cell 
areaは STZ対照群と比較し有意に上昇していた。 
 
図 3-1 DRG光顕画像典型例 
DRG 光顕画像典型例を示す。左：正常対照群。右：STZ 対照群。核が明瞭に判別できる細胞を任意に選択し、細胞
























図 3-2 STZラットにおける DRG形態変化に対する zenarestatの作用 
薬物処置 53-53 週間後の DRG 細胞面積を示した。核が明瞭に判別できる細胞を任意に選択し、細胞面積を算出し




正常対照群と比較し STZ 対照群の TFA および fiber size は有意に低下し、fiber density
および G-ratio は有意に上昇していた。axon size は低下傾向を示したものの有意なものでは
なかった。 
また STZ対照群と比較し STZ zenarestat 群の fiber density は有意に低下し、fiber size
は有意に上昇していた。 
 













正常対照群  0.074 ± 0.006  9616 ± 704  47.6 ± 3.7  17.4 ± 1.4  0.61 ± 0.01 
STZ 対照群  0.045 ± 0.006 **  14353 ± 558 **  33.3 ± 1.0 *  13.8 ± 0.4  0.64 ± 0.01 ** 
STZ zenarestat 群  0.068 ± 0.010 a  11282 ± 542 ##  42.3 ± 2.0 ##  15.2 ± 1.3  0.61 ± 0.02 
薬物処置 53-53 週間後の腓腹神経形態計測結果を示した。平均値±標準誤差、n=6 ただし aの値は n=5（1例固定














え合わせるとより中枢側に位置する DRG を用いた検討に興味が持たれた。以上のことより STZ




















血流低下に対する ARI の作用は報告されていないが、本研究でも用いた zenarestatが糖尿病動
物における末梢神経血流低下を抑制することが報告されていることと考え合わせると、ポリ
オール代謝経路の活性亢進は末梢神経全長の血流量を低下させることにより病態を惹起してい









１：zenarestatはラット、ウサギ、ウシ AR のみならずヒトリコンビナント AR をも阻害し、そ
の阻害様式はウサギ ARに対するものとは異なり基質濃度に依存せず非競合阻害を示した。また
zenarestat は解糖系およびペントースリン酸経路などに属する酵素群には阻害作用を示さな
い AR選択的な阻害剤であった。さらに zenarestat は水晶体、腎皮質および網膜と比較し坐骨
神経および DRGにおいて最も低用量でソルビトール蓄積を抑制することが示され、糖尿病性末
梢神経障害の発症・進展を他の合併症と比較し最もよく抑制することが推察された。一方糖尿
病ラットの DRGでは Trk-C受容体、NF-H および Tα1 α-tubulin mRNAの発現異常が認められ、
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